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【摘要】　角膜不完全的修复和过度的愈合均能导致严重的并发症。本文归纳了目前应用
干细胞治疗角膜损伤的新方法，总结整理了角膜干细胞缺乏治疗的发展进程，为今后的临

床治疗提供依据，指出了目前研究面临的问题和挑战。

【关键词】　角膜缘干细胞；损伤修复；干细胞移植
【中图分类号】　Ｒ７２２．２

角膜是位于眼睛最外面的透明、无血管的结构，直接暴露于环境。它既是

主要的屈光间质，又是重要的保护屏障。角膜容易被化学烧伤、热灼伤、机械

损伤，以及长期配戴角膜接触镜、泪膜不稳定、感染、其他相关疾病以及屈光手

术等因素损伤，损伤后触发的角膜组织愈合多形成瘢痕。因此，角膜损伤的治

疗是重要的临床研究课题。角膜缘干细胞移植目前被认为是改善各种病因所

致角膜缘干细胞缺乏（ｌｉｍｂａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ，ＬＳＣＤ）的症状和功能最有希
望的治疗方法。热灼伤及化学性角膜烧伤是移植角膜上皮干细胞（ｌｉｍｂａｌｅｐｉ

ｔｈｅｌｉａｌｓｔｅｍｃｅｌｌ，ＬＥＳＣ）以改善损伤的上皮创伤的主
要临床适应证。

１　干细胞在角膜上皮损伤的治疗进展

１．１　自体角膜缘干细胞移植　自体角膜缘干细胞
移植（ｌｉｍｂａｌａｕｔｏｇｒａｆｔｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ，ＬＡＴ）首先由
Ｂａｒｒａｑｕｅｒ在５０多年前应用于单侧烧伤患者［１］，而后

这一术式被广泛应用，国内外多次报道过该治疗的

治疗效果。在Ｂａｙｌｉｓ等［２］对角膜烧伤后行ＬＡＴ的成
年患者随访中，发现 １ａ后治愈或部分治愈率为
７５％～８１％，３ａ后约为７０％，这充分说明了该种方
法仍是临床上治疗ＬＳＣＤ的重要手段之一。

当需要较大量的自体角膜缘干细胞组织移植

时，人们常常担心会对供体眼造成医院性的 ＬＳＣＤ。
而Ｂｕｓｉｎ等［３］通过回顾２００５年１月至２０１４年１２月
接受ＬＡＴ治疗的１８例患者，并对捐献眼取组织进行
细胞体外培养、细胞免疫组织化学染色、组织学参数

等多项指标进行对比分析，得出了与目前观点相反

的结论。在 ＬＡＴ术后甚至更长的时间，可以从供体

眼供体区域再次分离出ＬＥＳＣ，并且取材区与对照区
分离出的ＬＥＳＣ相比表现出相当稳定的生物学特性，
其细胞倍增能力、体外细胞传代次数、克隆形成和

Ｋ１２以及黏蛋白１标记物的表达在取材区和对照区
获得的细胞中基本相同，首次证明了手术对供体眼

睛的无害性。这意味着ＬＡＴ重复使用来自相同眼睛
的可能性，而且扩大了该治疗的适应证。

Ｒａｍａ等［４］通过临床研究发现，ｐ６３标记极有可
能是角膜缘干细胞的特殊标记，手术的成功率与具

有ｐ６３标记细胞的比率有正相关性。当体外培养的
细胞中含有的ｐ６３标记细胞比例大于３％时，移植的
成功率约为 ７８％，反之，移植的成功率仅为 １１％。
这与人类角膜缘含有至少５％的干细胞的发现是一
致的。当然，移植的成败也与初始眼部损伤类型和

术后的并发症有关。也就是说，保证干细胞百分比

是必要的，但不足以确保良好的临床结果。

１．２　同种异体干细胞移植　由于自体角膜缘干细
胞移植仍然对于供体存在损伤的风险，进而发展了

同种异体干细胞移植技术。哈尔滨医科大学附属第
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一医院张红教授曾对各种原因所致的１２例ＬＳＣＤ的
患者行同种异体干细胞移植手术。其中有５例联合
了角膜移植手术，５例联合深板层角膜移植术＋羊膜
移植术，剩下２例仅联合羊膜移植术。这１２例患者
短期的（≤１个月）术后视力及症状均得到明显改
善。但随之而来也出现了新生血管的再次长入、角

膜混浊，甚至排斥反应等。其中１例接受了“同种异
体干细胞移植＋深板层移植术”的患者术后１个月
出现了明显的角膜排斥反应及新生血管长入，给予

结膜下注射抗血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉ
ａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）药物及抗排斥药物治疗２个
月，角膜植片排斥进展。再次行“深板层移植 ＋羊膜
移植”，术后视力及症状显著改善，随访至今。作者

所在研究团队通过临床疗效的观察认为：将此方法

联合抗ＶＥＧＦ药物 ＋羊膜移植的治疗效果更佳，但
由于本临床应用的病例数少，还不足以论证该联合

治疗的疗效，今后还需较大的样本量深入研究。

角膜缘因其特殊的解剖结构：丰富的血管、淋巴

管汇集，有密集的朗格汉细胞可以把异体抗原呈递

给Ｔ细胞，同时干细胞的 ＨＬＡⅡ类抗原的增强表
达。这些均导致角膜缘成为免疫排斥的高危区域。

因此，该治疗后的患者需终身应用免疫抑制剂，以预

防移植排斥反应［５］。研究表明，在应用了全身免疫

抑制剂后，异体角膜缘干细胞移植的５ａ存活率仅为
５０％，甚至不如穿透性角膜移植（ｐｅｎｅｔｒａｔｉｎｇｋｅｒａｔｏ
ｐｌａｓｔｙ，ＰＫＰ）的成功率［６］。还有研究表明其存在移植

排斥反应而再发生角膜新生血管（ｃｏｒｎｅａｌｎｅｏｖａｓｃｕ
ｌａｒｉｚａｔｉｏｎ，ＣＮＶ）危险，因此，临床上对此方法治疗
ＣＮＶ仍有很大争议［７］。

１．３　体外扩增干细胞移植　因异体移植的排斥、供
体来源短缺问题一直无法避免，于是发展了体外扩

增细胞后移植技术。干细胞诱导分化技术与此同时

也在不断发展，使得体外扩增的细胞种类也多样起

来。为了让这些培养的细胞能更好地移植，研究人

员又寻找了不同的生物支架作为移植的载体，下面

分别介绍体外扩增的细胞种类及成果，以及生物膜

支架的种类及优异性。

１．３．１　体外扩增ＬＡＴ　Ｐｅｌｌｅｇｒｉｎｉ团队１９９７年应用
了一种新的方法来治疗 ＬＳＣＤ，即移植体外扩增的
ＬＥＳＣ技术［８］。这种方法现在已成为许多国家治疗

ＬＳＣＤ的选择。该治疗包括在纤维蛋白支架上移植
扩增的自体角膜缘上皮细胞。临床使用的移植物由

干细胞及其后代瞬时扩增细胞（ｔｒａｎｓｉｅｎｔａｍｐｌｉｆｙｉｎｇ
ｃｅｌｌｓ，ＴＡＣ）组成。虽然体外培养形成的移植物中
ＬＥＳＣ的比例较小，但仍可以替代损伤的角膜缘上皮
细胞并重新形成角膜上皮。培养的 ＬＥＳＣ与角膜缘
自体移植相比较，对于严重单侧角膜烧伤的患者术

后６个月的效果有着非常相似的成功率。体外培养
ＬＥＳＣ扩增所需的组织量是最小的，因此该方法是优
选的［９］。同种异体 ＬＥＳＣ培养物移植也已成功应

用。更欣喜的是，冷冻保存后扩增的ＬＥＳＣ下调表达
了组织相容性复合物（ｍａｊｏｒｈｉｓｔｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙｃｏｍ
ｐｌｅｘ，ＭＨＣ），因此丧失了免疫原性，使得免疫排斥反
应极少发生［１０］。

最近关于移植 ＬＥＳＣ的结果也存在争议。在一
些研究中，术后３～９个月 ＤＮＡ分析没有发现移植
的同种异体细胞，但角膜表面仍然保持稳定［８，１１］。

在其他临床研究中，移植物在被排斥之前能存活３～
８ａ，这也证明了移植细胞长时间存活的能力［１２］。目

前的争议仍需进一步研究，以得到明确结论。

体外扩增的 ＬＥＳＣ培养物的缺点包括细胞传播
次数的限制，同种异体移植排斥和疾病传播的风险

增加。

１．３．２　体外扩增其他细胞移植　许多国家在双侧
ＬＳＣＤ中也面临同种异体 ＬＥＳＣ移植的供体角膜短
缺。由此又找到一些与角膜上皮功能相似的替代细

胞源，以恢复眼表、促进伤口愈合。这些替代细胞源

包括：培养的口腔黏膜上皮、毛囊、脐带内层干细胞，

以及来自眼眶脂肪、骨髓或未成熟牙髓的间充质干

细胞［１３］。

临床上常使用培养的自体口腔黏膜上皮移植，

尽管成功率略低于 ＬＥＳＣ移植（接近７０％），但也是
重要的发展方向［１４］。

Ｙａｎｇ等［１５］分离了小鼠的触须毛囊角化干细胞，

将其培养在类似角膜缘特定微环境中，并上调转录

因子 ｐａｘ６表达，下调转录因子复合物 ｂｃａｔｅｎｉｎ、
Ｌｅｆ１表达，使毛囊干细胞可分化成角膜上皮样的细
胞，由此又寻找到了一种可能的角膜上皮干细胞的

替代细胞，但是其对于人体的应用方面还需进一步

研究证明。

脐带内层的间充质干细胞和其上皮细胞均进行

过角膜再生能力研究，其中脐带内层上皮细胞显示

出了很有希望的结果。Ｓａｌｅｈ等［１６］在脐带内层提出

了一个新的细胞系，测试其能否成为角膜上皮干细

胞的替代细胞，结果发现这种脐带分离出的干细胞

表达了角膜上皮干细胞特异的ｐ６３、ＡＢＣＧ２、ＢＭＩ１和
ＨＥＳ１蛋白，然后以羊膜作载体移植到兔 ＬＳＣＤ模型
中，效果令人振奋。治疗后的兔角膜极少有新生血

管和混浊，移植的细胞不但没有出现免疫排斥和瘤

变，还能在羊膜上生长良好并分化成类似角膜上皮

干细胞。这也成为了十分有发展前景的研究领域。

Ｈｏｌａｎ等［１７］制备了骨髓间充质干细胞、脂肪间

充质干细胞以及角膜上皮干细胞，对其生长、分化和

分泌特性进行了比较，对分别移植到角膜碱烧伤的

兔模型中，并愈合过程的临床表现、角膜厚度、角膜

重新上皮化程度、新生血管程度和抑制局部炎症反

应进行了评价，发现骨髓间充质干细胞和角膜上皮

干细胞的修复效果十分相近，并且均优于脂肪间充

质干细胞的修复效果。由此得出结论，在自体角膜

干细胞难以获得时，骨髓间充质干细胞可以作为替
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代细胞进行治疗［１８］。

１．３．３　体外诱导多能干细胞移植　胚胎干细胞
（ｅｍｂｒｙｏｎｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌ，ＥＳＣ）和可诱导多能干细胞（ｉｎ
ｄｕｃｉｂｌｅｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔｓｔｅｍｃｅｌｌ，ｉＰＳＣ）是可再生、容易扩
增和储存的，这对干细胞治疗角膜疾病方面十分有

吸引力。它们可以针对角膜缘进行分化，但这个过

程尚未完全优化。使用恰当的可溶性因子，在特定

时间段和合适的培养基对多能干细胞向角膜缘上皮

分化有至关重要的作用。在将这些细胞放入临床实

践之前，需要解决某些关键问题，例如诱变肿瘤发生

的风险、高的培养诱导分化成本和不同 ＥＳＣ或 ｉＰＳＣ
中分化的能力等。

有学者体外培养胚胎干细胞，并成功诱导其分

化成角膜上皮细胞［１９］。但胚胎干细胞分化来的角

膜上皮细胞与健康成人自身的上皮细胞还是有差异

的，所以还需要更多的动物实验来研究胚胎上皮分

化所需的药物及微环境。

有研究体外培养了 ｉＰＳＣ，并在模拟角膜缘干细
胞微环境的特殊培养基中成功将其诱导分化成角膜

上皮干细胞，这些分化后的细胞表达了角蛋白 １４、
ΔＮｐ６３和转运蛋白 ＡＢＣＧ２等特殊标记，为 ｉＰＳＣ替
代角膜上皮干细胞提供了可能［２０］。

１．４　细胞移植的生物膜支架　为了在移植过程中
更容易处理细胞，将 ＬＥＳＣ培养在各种生物膜上，再
缝合或胶合到受损眼的角膜缘区域，然后细胞随时

间移动到裸露区域以愈合伤口。常用的生物膜有羊

膜 （ｈｕｍａｎａｍｎｉｏｔｉｃｍｅｍｂｒａｎｅ，ＨＡＭ）、纤维蛋白膜
等。在裸露的ＨＡＭ上培养细胞，其作用基本上类似
于角膜缘上皮基底膜［２１］。而且，它还可以为细胞提

供良好的促进角膜缘干细胞生态稳定的细胞外基

质［２２］。ＨＡＭ还可提供一些无免疫原性和有抗炎作
用的生长因子。但是，在使用前需对ＨＡＭ的传染病
原体进行彻底筛查，并在无菌条件下适当储存。

细胞在纤维蛋白膜上能生长良好，避免了排斥

反应，获得方式简便是其最突出的优势，但纤维蛋白

膜降解速度快，并且它有阻碍细胞迁移的缺点，这也

是在使用它进行 ＬＥＳＣ移植治疗角膜烧伤伤口时应
考虑的问题［２３］。

热敏板上生长的细胞可在室温下分离成片，也

就是说能在没有载体的情况下将其移植。Ｎｉｓｈｉｄａ
等［２４］在临床上尝试使用热敏板承载口腔黏膜细胞

来治疗ＬＳＣＤ患者。术后４例患者均在１４个月的随
访期间保持了角膜的透明度。

体外培养细胞后移植的技术较为复杂，面临很

多关键技术上的问题未能解决；并且对实施该方法

的医疗机构要求较高，全面推广困难重重；此外，在

移植培养过程中培养的细胞易瘤变，移植物移植入

眼的过程中易携带病原体等。

１．５　单纯边缘上皮移植　单纯边缘上皮移植（ｓｉｍ
ｐｌｅｌｉｍｂａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ，ＳＬＥＴ）是由印度

Ｋａｌｉｋｉ等［２５］于２０１６年首次报道。ＳＬＥＴ是先在患眼
患处覆盖一层羊膜，再将提取的小块健侧眼角膜缘

组织分成更细小的组织，并用纤维蛋白胶将其散在

黏附于已覆盖的羊膜上，最后再覆盖一层羊膜或放

置角膜绷带镜。该种方法已应用在多种原因所致的

ＬＳＣＤ的治疗上，如眼表鳞状细胞癌的治疗等。Ｂａｓｕ
等［２６］对ＳＬＥＴ的患者进行１～４ａ的随访，１２５眼中
有９５眼成功重建了健康的眼表。ＳＬＥＴ的临床疗效
取得了良好的效果，并且这种治疗的手术成本较低，

不存在排斥反应，不会给供体眼带来医源性的损伤。

因此，ＳＬＥＴ有着广阔的发展前景。

２　干细胞在角膜基质损伤中的应用

人角膜缘基质含有表达祖细胞标志物 Ｐａｘ６和
ＡＢＣＧ２的细胞，它们可以通过成纤维细胞生长因子
２在体外诱导分化为角膜细胞。这些细胞还表达了
间充质干细胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌ，ＭＳＣ）的标志
物，可以在特殊培养基中分化成非角化细胞谱

系［２７］。研究发现，人角膜缘的这种基质干细胞是多

能的，符合国际细胞治疗协会所制定的 ＭＳＣ治疗标
准［２８］。最近，与之十分相似的ＭＳＣ已经从人类中心
角膜基质分离出来［２９］。此外，表达ＣＤ１３３标记的单
核祖细胞有分化成角膜细胞的能力［３０］。

在动物角膜创伤模型中，向角膜中注入角膜缘

活检来源的人类基质干细胞，可有效防止角膜纤维

瘢痕化形成，并促进角膜基质 ＥＣＭ的正常再生，其
再生的结构类似于未受伤角膜。这些基质细胞抑制

中性粒细胞迁移到受伤基质中，并抑制组织纤维的

沉积［３１］。

除了角膜基质干细胞外，其他 ＭＳＣ也能显著降
低碱烧伤模型中基质新生血管的形成，降低角膜不

透明度和损伤后的炎症反应［３２］。

总之，在角膜损伤的动物实验研究中，角膜基质

干细胞和其他 ＭＳＣ似乎成为一种有潜力的治疗角
膜烧伤的工具，它能减轻基质纤维化和不透明度。

这些实验数据为未来的临床试验打下基础。

３　干细胞在角膜内皮损伤中的应用

角膜内皮细胞（ｃｏｒｎｅａｌｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＣＥＣ）主
要通过迁移和扩大来封闭伤口，而细胞增殖是次要

的。人类ＣＥＣ几乎不能在体内或体外扩增。人类
ＣＥＣ的存在也尚未得到确定。在角膜周边观察到慢
循环内皮细胞和高核细胞比例的小细胞。它们表达

了干细胞标记 Ｏｃｔ３／４、Ｗｎｔ１、Ｐａｘ６和 Ｓｏｘ２，并且端
粒酶活性很高［３３］。因此，它们被假定为在伤口愈合

过程中能够增殖和扩张的内皮祖细胞。

目前的研究着重于应用其他干细胞来增强角膜

内皮的修复和愈合。有研究报道脐带血中分离出的

ＭＳＣ从体外移植到损伤的内皮层中，并获得内皮
表型［３４］。ＣＥＣ由神经嵴干细胞分化而来，在角膜内
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皮细胞缺陷的大鼠模型中报道了啮齿动物神经嵴干

细胞在移植并覆盖Ｄｅｓｃｅｍｅｔ膜后分化成了功能性的
ＣＥＣ样细胞［３５］。在动物内皮损伤模型的体内体外

实验中，ＲＯＣＫ抑制剂对内皮细胞的增殖迁移也有
促进作用。这表明其潜在的治疗用途［３６］。ＥＳＣ以
及ｉＰＳＣ也可能成为内皮细胞的重要替代来源，有实
验证明由 ＥＳＣ衍生出的功能性 ＣＥＣ样细胞在移植
到具有 ＣＥＣ功能障碍的兔眼中后，其角膜恢复透
明［３７］。这些衍生细胞具有ＣＥＣ标记ＡＱＰ１、Ｎａ１Ｋ１
ＡＴＰａｓｅ、ＶⅢ型胶原和 ＺＯ１的高表达，以及与 ＣＥＣ
类似的基因谱［３８］。

以上为治疗角膜内皮损伤提供了新的思路，为

角膜内皮病变的治疗带来了新的希望。

４　结论

ＬＳＣＤ的治疗手段越来越多，并且越来越针对于
病因进行治疗。从１９６４年首次提出眼表取材治疗
ＬＣＳＤ到目前各种干细胞的治疗方法，在 ＬＳＣＤ的治
疗上的确取得了相当多的成就和进步。但干细胞移

植技术中仍然存在很多无法解释的问题，还有很多

问题等待我们进一步研究及验证。要解决这些问题

就要继续完善对角膜干细胞的认知程度，了解准确

的特征，掌握完善的损伤修复，以及各种参与成分的

相互作用机制。ＥＳＣ和 ｉＰＳＣ是很有发展前景的研
究方向。而新兴的单纯上皮移植技术虽然在临床上

取得了可喜的成绩，但是缺乏基础方面的研究，未来

还需进一步深入探究。
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《眼科新进展》杂志征订启事

　　《眼科新进展》杂志是由新乡医学院主办的眼科学高级学
术刊物，创刊于１９８０年，大１６开，１００页，国内外公开发行。
１９９９年加入国家科技部《万方数据系统科技期刊群》和《中国
学术期刊（光盘版）》，１９９７年被上海医科大学图书馆选定为医
学类核心期刊，２０００年被美国《化学文摘》收录，２００１年被俄罗
斯《文摘杂志》收录，自２００２年连续入选中国科技论文统计源
期刊（中国科技核心期刊），自２００８年连续入选中国中文核心
期刊，并连续被评为河南省二十佳科技期刊。２００９年入选
ＷＨＯ西太平洋地区医学索引（ＷＰＲＩＭ），并被评为 ＲＣＣＳＥ中
国核心学术期刊。国际标准连续出版物号为：ＩＳＳＮ１００３５１４１，
国内统一刊号：ＣＮ４１１１０５／Ｒ，邮发代号：３６４２。

本刊辟有名家讲坛（述评）（Ｅｄｉｔｏｒｉａｌ）、实验研究（Ｅｘｐｅｒｉ
ｍｅｎｔａｌｓｔｕｄｙ）、应用研究（Ａｐｌｌｉｅｄｓｔｕｄｙ）、文献综述（Ｒｅｖｉｅｗａｒｔｉ
ｃｌｅ）、海外信息（Ｏｖｅｒｓｅａｓｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ）、消息（Ｎｅｗｓ）、读者来信
（Ｌｅｔｔｅｒｓ）等栏目。本刊读者对象主要是眼科学临床、科研和教
学工作者。欢迎国内外眼科医学工作者踊跃投稿和订阅。国

内每期定价１０００元，全年定价１２０００元。如错过邮局订阅，
可直接汇款到我刊编辑部。联系地址：河南省新乡市金穗大道

６０１号，新乡医学院期刊社《眼科新进展》杂志编辑部，邮编：
４５３００３。联系电话：０３７３３０２９４０４；Ｅｍａｉｌ：ｙｋｘｊｚ＠ｘｘｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ、
ｙｋｘｊｚ＠１６３．ｃｏｍ；网址：ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｙｋｘｊｚ．ｃｏｍ
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